Metody sledovani
komplementoveho systemu
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Komplement

» SpousteC — navazané protilatky, LPS

» Aktivace jednotlivych slozek odstépenim kratkého
bilkovinného retézce

 Membranolytické, opsonizacni, chemotaktické

o Klasicka, alternativni lektinova draha

» Stanoveni jednotlivych slozek je problematické
o Kratky polo€as rozpadu

o Nizké koncentrace v séru

» C3, C4 - ELISA, radialni difuze



Pozitivni

Negativni

Komplement fixacni reakce

» Sledujeme pritomnost protilatky proti danému antigenu

Sérum obsahuijici Komplement se Pridani erytrocytu Erytrocyty
protilatku proti vaze na komplex S navazanym nelyzuji
danémuAg Ag-Ab hemolyzinem
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Sérumbez Komplement se Pfidani erytrocytu Erytrocyty lyzuji
protilatky proti nemakam s navazanym

danémuAg navazat hemolyzinem



VIII. Uloha — Bioluminiscenéni
stanoveni bakteriolyticke aktivity
komplementu



Princip

Zalozeno na méreni svételné emise (bioluminiscence), ktera je
vysledkem reakce:

FMNH2 + RCHO + O —%—3p FMN + RCOzH + H20 + svétlo

Bakterialni luciferaza (Lux) katalyzuje oxidaci aldehydu s dlouhym
fetézcem a redukovaného flavin mononukleotidu (luciferin) za
souCasného vzniku jejich oxidovanych forem a produkce svétla
s maximem pfi vinové délce 490 nm. Pro tvorbu luciferinu je zapotrebi
velkého mnozstvi ATP, ktery je produkovan pouze zivymi bunkami -
mira bioluminiscence je tedy primo umeérna viabilite bakterii.

Cim vétsi je aktivita komplementu, tim vice bakterii zlyzuje
a tudiz je nizsi bioluminiscence



Chemikalie a roztoky

» Suspenze baktérii (Escherichia coli K12 s plasmidem
PEGFPluxABCDEamp) v PBS (pH 7), koncentrace cca 100
000 bakterii/jamku

» HIS (Sigma Aldrich, CZ) tepelné inaktivované fetalni bovinni
serum

« EGTA (EthyleneGlykol-bis-(beta-aminoethylether)-N,N -
Tetraacetic Acid) (100 mM)

» Méreny vzorek — rybi plazma (pstruh)

Pristroje a pomucky

e Luminometr
» Sablona s jednorazovymi stripy



Postup

1. Do dvojice se pfipravi 2 zkumavky s HIS:

> pro celkovou aktivitu komplementu: 80 pl HIS + 120 pl PBS
(pomér 2 : 3)

> pro alternativni cestu: 80 pl HIS + 40 ul PBS + 80 ul EGTA
(pomér 2 :1:2)

2. Do dvojice si pfipravite 2 zkumavky s rybi plazmou (vzorek):

> pro celkovou aktivitu komplementu: 40 pl plazmy + 60 ul PBS
(pomér 2 : 3)

o pro alternativni cestu: 40 pl plazmy + 20 ul PBS + 40 pl EGTA
(pomér2:1:2)



Postup

3. Pipetovat na desku v poradi dle nasledujiciho schematu
(zleva doprava — viz posledni radek):

[bl]
Vzorek Vzorek HIS HIS Suspenze
s PBS sEGTA sPBS s EGTA bakterii

Blank K - - 50 - 50
Celkova K1 10 - 40 - 50
aktivita K2 20 - 30 - 50
K3 40 - 10 - 50
Blank A - - - 50 50
Alternativni A1 - 10 - 40 50
draha A2 - 20 - 30 50
A3 - 40 - 10 50
poradi pipetovani na desti¢ku: 1. 2. 3. 4. 5.




Postup
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po dobu 2 hodin pri laboratorni teploté
o Interval: 10 s
> Pocet cyklu: 720
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Ihned po pridani bakterialni suspenze merime v luminometru




Vystup

2 grafy zavislosti bioluminiscence na case:
o Celkova aktivita komplementu
o Alternativni draha

2 grafy zavislosti viability bakterii (2 hodiny) po zacCatku
mérfeni (%) na mnozstvi plazmy v pl

o Celkova aktivita komplementu

o Alternativni draha

IC50 tedy mnozstvi plazmy, které je potrebné k usmrceni 50 %

bakterii béhem dvou hodin méreni - 1 U (unit) komplementu
o Celkova aktivita komplementu
o Alternativni draha

Celkova aktivita komplementu (U/ml)
Aktivita alternativni cesty (U/ml)



